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"Se fui capaz de ver mais longe foi apenas porque eu 
estava apoiado sobre ombro de gigantes." 





A fluorose dentária é caracterizada por manchas no esmalte dentário 
devido a hipomineralização causada pela ingestão crônica de flúor durante o 
desenvolvimento dos dentes. O flúor parece interferir diretamente na formação da 
matriz do esmalte dentário. Estudos demonstraram que a matriz orgânica do 
esmalte dentário na fase secretória é birrefringente quando analisada em 
microscopia de luz polarizada, demonstrando que esta matriz possui uma 
ordenação supramolecular e que alterações genéticas e ambientais que afetam a 
estrutura do esmalte também afetam a organização supramolecular da matriz 
orgânica do esmalte dentário. Neste trabalho foi proposto analisar o efeito do flúor 
na maturação e organização supramolecular da matriz em linhagens de 
camundongos A/J, CBA e DBA/2 que possuem diferentes suscetibilidades à 
fluorose e sua associação com níveis sistêmicos de flúor no plasma, nos ossos e 
na urina. O efeito do flúor na matriz orgânica do esmalte dentário foi estudado 
através das análises de birrefringência e de absorbância de cortes histológicos 
corados com Ponceau SS. Noventa e seis camundongos (32 da linhagem A/J, 33 
da linhagem CBA e 31 da linhagem DBA/2) foram aleatoriamente divididos em três 
grupos (0, 11.25 e 45 ppm de flúor adicionados à água de beber) e submetidos a 
um tratamento de 49 dias. O método do eletrodo específico foi usado para 
determinar as concentrações de flúor nos ossos, plasma e urina. Foram utilizadas: 
microscopia de polarização para analisar a birrefringência da matriz orgânica do 
esmalte e microscopia de luz para determinar a absorbância desta matriz. Como 
resultado, foi observado menor efeito do flúor na birrefringência no grupo 11.25 
ppmF da linhagem A/J. Também nesta linhagem foram notadas maiores 
alterações de tonalidade no esmalte maduro nos grupos 11.25 e 45 ppmF. 
Entretanto, as maiores concentrações de flúor nos ossos e no plasma foram 
encontradas nos animais da linhagem DBA/2 tratados com 11.25 e 45 ppmF. O 
flúor não causou alteração na quantidade de proteína da matriz do esmalte 
durante a fase secretória. Conclusão: A linhagem mais suscetível a fluorose 
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dentária foi a A/J, devido às alterações mais evidentes no esmalte maduro. No 
entanto, a matriz orgânica do esmalte na fase secretória foi menos afetada nesta 
linhagem do que nas demais. O flúor promoveu uma alteração na organização 
supramolecular da matriz orgânica do esmalte dentário na fase secretória, visto 
que este composto causou uma diminuição na birrefringência sem ocasionar uma 
redução significativa na quantidade de proteínas presentes na matriz. A linhagem 
A/J, mesmo sendo a mais suscetível à fluorose dentária, apresentou menores 
concentrações plasmática e óssea de flúor. 
 








Dental fluorosis is characterized by alterations in the aspect of mature 
enamel due to hypomineralization, it is caused by chronic ingestion of fluoride 
during tooth development. Fluoride seems to influence on formation of enamel 
organic matrix. Previous studies have shown that the organic extracellular matrix of 
the enamel secretory phase is birefringent, evidencing the presence of an ordered 
supramolecular structure, and that the birefringence can be altered by genetical 
and environmental factors that also affect mature enamel. The aim of this work was 
to analyse the effect of fluoride on the matrix maturation and  supramolecular 
organization in A/J, CBA and DBA/2 mice strains and its association to fluoride 
systemic levels in plasma, bones and urine. There are different patterns of 
susceptibility to fluorosis among these strains. The effect of fluoride on enamel 
organic matrix was studied by birefringence and absorbance analysis of Ponceau 
SS stained sections. Ninety six mice (32 A/J strain, 33 CBA strain and 31 DBA/2 
strain) were randomly distributed in three groups (0, 11.25 and 45 ppm of fluoride 
in drinking water) submitted to a 49-days treatment. Fluoride levels in bones, 
plasma and urine were determined by F specific electrode. Polarizing microscopy 
was used to analyse the birefringence of enamel organic matrix and light 
microscopy was used to determinate the matrix absorbance. As result, 11.25 ppmF 
group of A/J strain showed least effect of fluoride on birefringence. Colouring 
alterations were observed in the mature enamel on 11.25 and 45 ppmF groups of 
A/J strain. However, 11.25 and 45 ppmF groups of DBA/2 strain presented highest 
levels of fluoride in bones and plasma. Fluoride did not change the protein amount 
of enamel matrix during secretion stage. Conclusion: A/J strain was the most 
susceptible to dental fluorosis because it showed more alterations in the mature 
enamel. However, enamel organic matrix of A/J strain was the least affected during 
the secretion phase. Fluoride promoted a change in the supramolecular 
organization of enamel organic matrix during the secretion stage. This compound 
caused a birefringence decrease without causing a significant reduction on matrix 
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protein amount. A/J strain, even being the most susceptible to dental fluorosis, 
showed the lowest levels of fluoride in plasma and bones. 
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O flúor é um meio eficaz na prevenção e controle da cárie dental.  É 
amplamente utilizado em todo mundo, desde adicionado à água de abastecimento 
público até dentifrícios (creme dental e bochechos), géis, materiais odontológicos 
(ionômero de vidro e vernizes fluoretados), entre outros. (Kozlowski & Pereira, 
2003). A ingestão crônica e excessiva de fluoretos durante o período de formação 
dos dentes pode causar a fluorose, que é caracterizada pela hipomineralização do 
esmalte dentário.  
Na fluorose dentária são observadas desde linhas brancas finas, 
seguindo as periquimáceas do esmalte, até uma aparência totalmente opaca e 
calcária. Nas formas mais graves, podem aparecer como manchas castanhas e 
podem evoluir com desprendimento de partes do esmalte após a erupção do 
dente, levando ao aparecimento de depressões na sua superfície. 
A fluorose afeta tanto a dentição decídua como a permanente. Acredita-
se que o dente está suscetível para surgimento de fluorose durante as fases 
secretória e de maturação da amelogênese, sendo o início do estágio de 
maturação da formação do esmalte o mais crítico; entretanto, há muita divergência 
na literatura sobre o mecanismo de ação do flúor no desenvolvimento do esmalte.   
Pesquisas no Brasil mostraram que a prevalência da fluorose dentária 
ocorre principalmente nas formas leve e moderada. Até o momento não foi 
demonstrado risco para a saúde, mas apenas um problema de ordem estética. 
Porém, estudos recentes associam fluorose óssea a desmineralização mediada 
por PTH (Xu et al, 2009). 
Trabalhos relacionados a fluorose, realizados em camundongos, 
demonstraram que a linhagem A/J foi a mais suscetível a fluorose dentária e a 
129P3/J a mais resistente (Everett et al, 2002), indicando que a fluorose pode 
estar associada a características genéticas existente nestas linhagens (Everett et 
al, 2009). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1. Esmalte Dentário 
 
O esmalte dentário é o tecido mais mineralizado do organismo, formado 
por células epiteliais de origem ectodérmica. Após completamente formado, é o 
único tecido totalmente acelular do organismo, pois não mantém relação com as 
células que o formaram. É constituído por 97% de material inorgânico (cristais de 
fosfato de cálcio na forma de hidroxiapatita, carbonato, sódio, magnésio, cloreto 
de potássio e flúor). Contém 1% de material orgânico, de natureza essencialmente 
protéica, com escassos carboidratos e lipídios, e 2% de água (Eisenmann, 2001).  
Devido a sua composição, o esmalte dentário é considerado um tecido 
extremamente friável. Por isso, a dentina subjacente é a estrutura que confere 
sustentação ao esmalte, diminuindo assim a possibilidade de fratura durante o 
processo mastigatório. 
Outra característica do esmalte dentário é que quanto maior o seu grau 
de mineralização, maior será sua natureza cristalina e sua translucidez, o que 




A amelogênese é o processo responsável pela produção, 
desenvolvimento e amadurecimento do esmalte dentário.  As células do epitélio 
interno do órgão do esmalte passam por um processo de diferenciação, originando 
os ameloblastos, células que serão responsáveis pela formação do esmalte. 
Contudo, a diferenciação dos pré-ameloblastos em ameloblastos somente 
ocorrerá após a deposição da primeira camada de dentina, ou seja, a formação do 
esmalte iniciará durante a fase de coroa. Os ameloblastos passam por fases de 
desenvolvimento, que têm início desde a diferenciação do epitélio interno do 
esmalte até a formação e a maturação pré-eruptiva do esmalte. O processo da 
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amelogênese é dividido nas seguintes fases: morfogenética, diferenciação, 
secretora, maturação e protetora. (Katchburian & Arana, 1999). 
Os ameloblastos modificam sua forma e atividade durante o processo 
da amelogênese. No estágio de secreção, quando estão em alta atividade, 
tornam-se colunares com aumento progressivo em comprimento. Assim que inicia 
a fase de transição, há diminuição no tamanho dos ameloblastos devido à 
involução do complexo de Golgi e do retículo endoplasmático rugoso/granular. Na 
fase de maturação, os ameloblastos secretam calicreína-4 (KLK4) (Simmer et al, 
1998), uma das proteínas responsáveis pela degradação da parte orgânica do 
esmalte.  No final da maturação do esmalte a KLK4 é reabsorvida (Sharma et al, 
2008). 
A biossíntese do esmalte dentário é um processo complexo. É iniciada 
pela formação de uma matriz rica em proteínas, a qual é secretada, sintetizada e 
organizada pelos ameloblastos. A referida matriz é proteoliticamente quebrada e 
remontada com íons minerais, que são depositados na forma de cristais de 
hidroxiapatita. Este processo em que a matriz orgânica é depositada com pequena 
quantidade de mineral ocorre durante a fase de secreção da amelogênese. Sua 
degradação tem início na fase de transição, e na fase de maturação, a matriz é 
intensamente degradada e quase totalmente substituída por componente mineral 
(Robinson et al, 1979; Bronckers et al, 1995). Em suma, o esmalte maduro é 
constituído por cristais de hidroxiapatita depositados em uma pequena quantidade 
de material orgânico (Espírito Santo et al, 2006). 
 
2.3. Proteínas do Esmalte Dentário 
 
O esmalte dentário é composto por vários tipos protéicos (proteínas 
estruturais e proteases) durante os estágios secretório e de maturação da 
amelogênese. As proteínas estruturais expressas na matriz orgânica do esmalte 
são as amelogeninas, ameloblastinas, enamelinas e amelotinas (Bartlett et al, 
2006). A metaloproteinase enamelisina (MMP-20) e a serina protease calicreina-4 
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(KLK4) também estão presentes na matriz do esmalte e são responsáveis pela 
degradação protéica dessa matriz, respectivamente nas fases de secreção e 
maturação do esmalte (Hannas et al, 2007). 
As amelogeninas são as principais proteínas estruturais do esmalte, 
constituindo 90% do total de proteínas da matriz no estágio secretório (Termine et 
al, 1980). Estas proteínas podem se apresentar diferentemente por três razões 
principais: (1) Existem duas cópias distintas do gene da amelogenina localizadas 
nos cromossomos X e Y; (2) Vários mRNAs de amelogeninas são produzidos por 
“splicing” alternativo; (3) Ocorre processamento proteolítico das formas de maior 
massa molecular.  
Dentre as propriedades físicas da amelogenina está o fato dela ser 
altamente hidrofóbica, com exceção de uma porção hidrofílica na região carboxi-
terminal, a qual é removida por proteólise. Através desta região hidrofílica a 
amelogenina interage com os cristais de hidroxiapatita. Esta região também é 
necessária para a inibição do crescimento dos cristais em soluções contendo 
amelogeninas (Aoba et al, 1987). Em solução, a amelogenina forma agregados, as 
chamadas “nanosferas”. As implicações biológicas destas características estariam 
relacionadas com a habilidade das amelogeninas de maior massa molecular, 
organizadas em nanosferas, de interagir com os cristais extremamente finos dos 
estágios precoces da formação do esmalte e protegê-los de fusões prematuras 
(Fincham et al, 1999). A localização da amelogenina contendo a região carboxi-
terminal também é distinta da localização das demais amelogeninas geradas por 
proteólise, sendo a marcação da porção carboxi-terminal restrita aos 40 µms 
superficiais de esmalte em desenvolvimento (Uchida et al, 1991). Localizações 
distintas para a amelogenina de maior massa molecular e seus produtos de 
degradação sugerem funções distintas.  
O papel fundamental das amelogeninas na mineralização do esmalte 
pode ainda ser verificado: (1) pelo fato do gene da amelogenina estar alterado nos 
casos de amelogênese imperfeita ligada ao cromossomo X (Lagerström-Fermer et 
al, 1995), doença em que há formação de esmalte pouco mineralizado e bastante 
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desorganizado; (2) Camundongos “knockout” para amelogenina desenvolvem 
amelogênese imperfeita (Gibson et al, 2001). Além das amelogeninas, a fase 
orgânica da matriz contém outras proteínas estruturais e várias proteinases 
(Overall & Limeback, 1988). 
As amelogeninas normalmente são hidrolisadas e removidas da matriz 
lentamente no estágio secretório e de modo bastante intenso no estágio de 
transição/maturação precoce na formação do esmalte (Smith & Nanci, 1996; 
Smith, 1998). A remoção das amelogeninas durante a maturação é um passo 
crítico para a mineralização do esmalte, e parece depender apenas de proteases 
(Bartlett & Simmer, 1999): (1) porque até hoje não se demonstrou, 
consistentemente, a atividade fagocitária de ameloblastos (Smith, 1998); (2) 
porque a digestão de proteínas estruturais íntegras in vitro pelas proteases 
(particularmente a MMP-20) produz os mesmos produtos de clivagem já isolados a 
partir da matriz do esmalte (Ryu et al, 1999) e (3) porque quando se acompanha a 
degradação de proteínas presentes em extratos de matriz de esmalte, percebe-se 
a degradação das formas de maior massa molecular é gradual, exceto em 
situações em que a matriz é fervida (Smith & Chen, 1998). Estes achados tornam 
a inibição das proteases presentes na matriz do esmalte uma hipótese atrativa 
para explicar defeitos do esmalte com características histológicas de 
mineralização deficiente, e achados bioquímicos de acúmulo de proteínas. 
As proteases da matriz do esmalte já identificadas pertencem às 
famílias das serino-proteinases e metaloproteinases (Carter et al, 1989; 
Denbesten & Heffernan, 1989; Moradian-Oldak et al, 1994; Cotrim et al, 2002; 
Fukae et al, 1998). Essas enzimas são responsáveis pela degradação proteolítica 
da matriz do esmalte durante a amelogênese (Nagano et al, 2009). 
A protease do esmalte melhor caracterizada é uma metaloproteinase 
que se apresenta em zimogramas com as formas de 41 e 45 kDa, conhecida 
como enamelisina e classificada como MMP-20 (Bartlett et al, 1996; Bartlett et al, 
1998; Bartlett & Simmer, 1999). A MMP-20 é expressa por ameloblastos durante a 
fase de secreção da amelogênese e o seu gene se localiza no braço longo do 
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cromossomo 11 (11q22.3) (Unigene # HS 129737). O papel da MMP-20 parece 
ser a remoção gradual da porção carboxi-terminal da amelogenina durante o 
estágio secretório (Ryu et al, 1999; Simmer & Hu, 2002). 
Outra enzima que participa no processamento da matriz do esmalte é 
uma serino-protease conhecida como calicreina-4 ou KLK4, que é encontrada no 
tecido nas formas com 30 e 34 kDa (Simmer et al, 1998; Simmer & Hu, 2002). O 
gene da KLK4 está localizado no braço longo do cromossomo 19 (19q13.41) 
(Unigene # HS 218366). A função da KLK4 parece ser digestiva, isto é, cliva a 
amelogenina e outras proteínas da matriz do esmalte durante o início da fase de 
maturação. A degradação e remoção da matriz protéica do esmalte dentário 
permitem um crescimento rápido dos cristais de hidroxiapatita durante esta fase. 
 
2.4. Fluorose Dentária 
 
O uso tópico de flúor se mostra eficaz no combate e prevenção da cárie 
dentária (Kozlowski & Pereira, 2003). O efeito profilático tópico se deve: (1) à 
substituição dos grupos hidroxila das moléculas de hidroxiapatita por íons flúor, 
criando cristais de fluorapatita e tornando os dentes mais resistentes à ação do 
ácido das bactérias; (2) à atuação dos fluoretos presentes na superfície dos 
dentes que intensificam a deposição de cálcio e fosfato, causando a 
remineralização do esmalte com cárie. O flúor presente na água potável e sal de 
cozinha, quando ingerido, é absorvido no estômago e é distribuído pelo sangue 
para todo organismo. Atinge tecidos mineralizados e partes moles, retornando à 
cavidade oral através da saliva, reforçando o efeito tópico (Cury, 2001). 
A fluorose dentária é uma hipomineralização do esmalte, causada por 
ingestão crônica de altos níveis de fluoreto durante o desenvolvimento dentário. 
Seu primeiro relato foi feito por Black e McKay (1916). A ingestão em excesso de 
fluoreto pode causar um aumento na quantidade de proteínas e um decréscimo na 
quantidade mineral do esmalte (Sharma et al, 2008). Outros fatores também estão 
associados à fluorose dentária como a suscetibilidade genética (Vieira et al, 2004; 
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Everett et al, 2002), o uso de água fluoretada potável, suplementos com flúor, 
pasta dental fluoretada e fórmulas infantis antes de 6 anos de idade 
(Mascarenhas, 2000). A fluorose pode ocorrer tanto na dentição decídua como na 
permanente (Levy et al, 2002). 
O primeiro sintoma de ingestão excessiva de flúor por longos períodos 
é o aparecimento de formas leves de fluorose dentária (manchas esbranquiçadas 
em forma de linhas, seguindo as periquimáceas do esmalte) (Silva, 2003). Em 
água não tratada, como em poços, o fluoreto pode aparecer em concentrações 
desde menores que 0.1 ppm até maior que 100 ppm; mesmo na água potável, 
pode alcançar concentrações na faixa de 1.6 - 1.8 ppm, assim, sendo difícil 
determinar qual é o ponto inicial para o risco de fluorose em uma população. 
(Kubota et al, 2005). 
 
2.5. Efeito da Fluorose no Esmalte Dentário 
 
O excesso de ingestão de flúor durante a infância pode causar defeitos 
na estrutura do esmalte, tais como: aumento da porosidade e dos níveis protéicos, 
perda mineral, e em casos severos, presença de descoloração e depressões em 
sua superfície (Bronckers et al, 2006). 
O esmalte dentário fluorótico possui uma subsuperfície 
hipomineralizada, profunda em comparação a uma superfície bem mineralizada. 
Há a presença de cristais hexagonais planos e altamente uniformes na parte 
exterior do esmalte, enquanto nas regiões mais internas existe um esmalte com 
cristais irregulares, sendo mais parecido com o esmalte normal adulto. O período 
de desenvolvimento em que os dentes estão mais sujeitos à fluorose parece ser 
dos 22 aos 26 meses de idade, em humanos. Para os incisivos, é perigosa a 
ingestão em excesso de flúor até 36 meses após esse período crítico. Dentes 
formados no mesmo período devem apresentar o mesmo grau de alteração e 
deve haver homologia, isto é, não irá ocorrer fluorose somente em um dente 
isolado (Cury, 2001). 
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Existem vários possíveis mecanismos que explicam o efeito do flúor na 
formação do esmalte dentário. O flúor parece afetar tanto o metabolismo dos 
ameloblastos quanto interferir diretamente na formação da matriz do esmalte 
dentário. 
I - Efeito nos ameloblastos: 
O flúor induz alterações do tipo “stress” no retículo endoplasmático 
rugoso de ameloblastos (Kubota et al, 2005; Sharma et al, 2008). Sendo este um 
mecanismo geral possivelmente responsável por alterações na diferenciação e 
proliferação dos ameloblastos, assim como possíveis alterações na capacidade de 
secreção e reabsorção destas células (Robinson et al, 2004). Altas doses 
ministradas em roedores causaram desorganização dos ameloblastos na fase 
secretória da amelogênese (Bronckers et al, 2006). 
II - Efeitos na matriz extracelular. 
A exposição ao fluoreto durante o desenvolvimento do esmalte dentário 
pode atrasar a remoção das amelogeninas, que são as proteínas mais abundantes 
na matriz orgânica extracelular do esmalte. O atraso na hidrólise das proteínas 
pode estar relacionado à interferência do flúor sobre as proteinases que atuam na 
degradação enzimática da matriz, podendo afetar especificamente a ação da 
MMP-20 durante a fase secretora. Como resultado, a matriz do esmalte fluorótico 
pode apresentar retenção de proteínas e desorganização na formação de cristais 
de esmalte (DenBesten et al, 2002; Hannas et al, 2007; DenBesten et al, 1985). O 
flúor pode também inibir a nucleação da mineralização pelas proteínas do esmalte 
dentário (Bronckers et al, 1984). 
 
2.6. Birrefringência da Matriz Orgânica Extracelular do Esmalte Dentário 
 
A matriz orgânica extracelular do esmalte dentário, quando observada 
em microscopia de luz polarizada, apresenta propriedades anisotrópicas na forma 
de birrefringência (Espírito Santo et al, 2006).  A birrefringência é um fenômeno 
óptico que ocorre devido à diferença de índices de refração de um objeto, o que 
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significa propagação de luz com velocidades e direções diferentes. A 
birrefringência se expressa pela equação B = ne – no, em que ne constitui o índice 
de refração na direção de propagação do raio extraordinário, e no é o índice de 
refração na direção do raio ordinário; este raio obedece às leis de refração 
(no=seni/senr) (Vidal, 1964). Quando um dos eixos de propagação de um objeto 
birrefringente é colocado a 45 graus dos dois filtros polarizadores (analisador e 
polarizador), este objeto exibirá brilho máximo. Este brilho ocorre devido à 
diferença de caminho óptico, ou retardo óptico, que é dado pela equação RO = 
B.e, onde B é o valor da birrefringência e e é a espessura do corpo por qual os 
raios irão se propagar (Vidal, 1987). O valor do retardo óptico é dado em 
nanômetros e é diretamente proporcional à espessura dos cortes. Por essa razão, 
cortes mais espessos de uma mesma amostra mostraram ter retardos ópticos 
altos. Cortes de estruturas biológicas formadas por macromoléculas paralelas, 
ordenadamente arranjadas e filamentosas, exibiram uma birrefringência 
significante quando examinadas através de microscopia de luz polarizada (Vidal et 
al, 1975; Katoh et al,1999). A birrefringência revela uma organização 
supramolecular ordenada. Em amostras biológicas, a birrefringência é observada 
em actina filamentosa (F-actin), filamentos intermediários, miosina, colágeno 
(Vidal et al, 1975; Bridgman & Dailey, 1989; Aldrovani et al, 2007a; Aldrovani et al, 
2007b), matriz orgânica do esmalte dentário (Espírito Santo et al, 2006; Espírito 
Santo et al, 2007) e esmalte maduro (Saiani et al, 2009; Sousa et al, 2006).  
Estudos realizados anteriormente em nosso laboratório mostraram que 
a matriz do esmalte dentário em incisivos de ratos é birrefringente quando 
analisada em microscopia de luz polarizada (Espírito Santo et al, 2006). Este fato 
mostra que a matriz orgânica do esmalte dentário possui uma organização 
supramolecular, que pode ser facilmente estudada pela microscopia de luz 
polarizada. Esta descoberta abriu novas perspectivas no estudo da formação do 
esmalte dentário, pois permite estudar o efeito de fatores genéticos e ambientais 
sobre a organização supramolecular da matriz do esmalte dentário e correlacionar 
com efeitos na estrutura do esmalte maduro. Neste sentido, em publicação 
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recente foi mostrado que alterações na organização supramolecular da matriz 
orgânica do esmalte dentário foram observadas em camundongos mutantes 
(knockout) para os genes da amelogenina e MMP-20, sendo este um possível 
mecanismo estrutural pelo qual estas mutações levam ao aparecimento da 
amelogênese imperfeita (Espírito Santo et al, 2007). 
Resultados ainda não publicados de nosso laboratório, utilizando 
linhagens de camundongos AJ (conhecida por ter alta suscetibilidade ao flúor) 
(Everett et al, 2002) e NOD, mostraram que a birrefringência da matriz orgânica do 
esmalte dentário pode variar bastante e que parece ser proporcional à quantidade 
de flúor depositada nos ossos. Estes resultados indicam que os níveis sistêmicos 
de flúor podem ser preditores da susceptibilidade à fluorose dental e também que 
o flúor afeta a organização supramolecular da matriz orgânica do esmalte dentário. 
A possibilidade de se observar e quantificar in situ a organização da matriz 
orgânica do esmalte dentário fluorótica em animais abre novas possibilidades no 
estudo desta alteração, pois, pode-se quantificar a organização supramolecular da 
matriz orgânica do esmalte dentário pela medida do retardo ótico e também 
quantificar o atraso na maturação do esmalte dentário medindo-se a extensão da 




A proposição deste trabalho foi analisar o efeito do flúor na maturação e 
organização supramolecular em linhagens de camundongos A/J, CBA e DBA/2 
que possuem diferentes suscetibilidades à fluorose (Everett et al, 2002) e sua 
associação com níveis sistêmicos de flúor no plasma, na urina e nos ossos.  
Outro objetivo foi estudar o efeito do flúor na degradação proteolítica da 
matriz orgânica do esmalte dentário através da análise da birrefringência e da 
absorbância de luz. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Projeto experimental 
 
Este trabalho está em acordo com os Princípios Éticos na 
Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 
Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação 
Animal  (CEEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob o número 
de protocolo 1458-1. 
Noventa e seis camundongos (32 da linhagem A/Uni, 33 da linhagem 
CBA/Uni e 31 da linhagem DBA/2), machos e fêmeas, pesando inicialmente cerca 
de 25 g, com 4 a 5 semanas de idade, fornecidos pelo CEMIB/UNICAMP, foram 
aleatoriamente divididos em três grupos e submetidos a um tratamento de 49 dias 
da seguinte forma: 
• Grupo 11,25 ppm de flúor: Adição de fluoreto de sódio em concentração 
de 25 ppm na água de beber dos animais; 
• Grupo 45 ppm de flúor: Adição de fluoreto de sódio em concentração de 
100 ppm na água de beber dos animais; 
• Grupo 0 ppm de flúor (controle): Foi utilizada água de beber sem adição 
de fluoreto de sódio. 
 
O solvente utilizado para preparo das soluções dos três grupos foi água 
deionizada. Durante o experimento, os camundongos receberam exclusivamente 
Dieta 2000 modificada (Keyes & Jordan, 1964) e água ad libitum. Ao final dos 49 
dias (7 semanas), os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (80-
100 mg/kg) e perfundidos com solução fixadora de paraformaldeído 2% com 
glutaraldeído 0,5% em 0.2 M de solução salina de tampão fosfato (phosphate 
buffered saline solution – PBS), pH 7.2, segundo técnica padrão. Suas 




4.2. Análise do efeito da fluorose experimental sobre a organização 
supramolecular da matriz orgânica do esmalte. 
 
4.2.1. Análise da birrefringência da matriz orgânica do esmalte vista ao 
microscópio de luz polarizada. 
 
As hemimandíbulas foram desmineralizadas por 12 horas em solução 
de ácido nítrico 5% em formaldeído 4%. As peças foram, então, desidratadas em 
banhos crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Cortes 
longitudinais de 5 µm de espessura foram obtidos, desparafinizados, hidratados e 
analisados em microscópio Leica DM LP (Leica Microsystems®) equipado com 
filtros polarizadores, compensador de Brace-Köhler (Wild Leitz, Wetzlar, Germany) 
e luz policromática. O meio de embebição utilizado foi glicerina 80%. Os cortes 
foram deixados por 30 minutos no meio de embebição antes das mensurações do 
retardo óptico. A medição do retardo óptico (RO) foi feita em 5 cortes na área de 
maior brilho de birrefringência na matriz orgânica do esmalte de incisivo inferior no 
estágio de secreção da amelogênese em uma hemimandíbula de todos os 
animais. O retardo da maturação foi determinado pela extensão da área 
birrefringente da matriz orgânica do esmalte dental em relação à raiz distal do 
segundo molar.  
 
4.2.2. Análise da absorbância da matriz orgânica do esmalte vista ao 
microscópio de luz. 
 
Para a realização dessa parte do trabalho, os mesmos cortes utilizados 
para a análise de birrefringência foram corados com solução de Ponceau SS por 1 
minuto seguido de lavagem em ácido acético 3% por 1 minuto e depois em água. 
As lâminas, depois de secas, foram lavadas em xilol e montadas em bálsamo do 
Canadá natural (Vidal & Mello, 2005, modificado). 
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Os cortes foram analisados em microscópio Leica DM LP (Leica 
Microsystems®) equipado com filtro verde (546 nm) e capturados com câmera 
digital Leica DFC280 com resolução de 96 DPI e dimensões 1280 x 1024 pixels. 
As imagens foram analisadas e mensuradas pelo software Image J versão 1.42q 
(National Institutes of Health, USA – http://rsb.info.nih.gov/ij). 
 
4.3. Dosagens de flúor.  
 
Foram obtidas coletas semanais de urina dos três grupos de cada 
linhagem nas 5ª, 6ª e 7ª semanas, a fim de determinar a concentração urinária de 
flúor. 
O sangue e os ossos (tíbias) foram coletados respectivamente antes e 
após a perfusão dos animais.  
Os níveis de flúor nos ossos, na urina e no sangue foram medidos pela 
técnica do eletrodo específico. 
 
4.3.1. Concentração de flúor no plasma 
 
Cerca de 1 ml de sangue de cada animal foi coletado antes da 
perfusão, em tubos de plástico de 1.5 ml contendo 10 µl de heparina 5000UI/ml. O 
plasma sobrenadante foi obtido após centrifugação a 4000 RPM por 5 minutos e 
transferido para tubos de plástico separados na proporção de 200 µl de plasma e 
20 µl de TISAB III. Um eletrodo específico Orion 96-09 foi anexado ao analisador 
iônico Orion EA-940, previamente calibrado com vários padrões (0.15-5.0 µg F/ml) 
preparados sob as mesmas condições das amostras que foram utilizadas para as 
análises. Os resultados foram expressos em µg F/ml. 
 
4.3.2. Concentração de flúor na urina  
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Para determinar a concentração de flúor foram usados 50 µl de urina, 
200 µl de água destilada e 250 µl de TISAB II (pH 5.0). Um eletrodo específico 
Orion 96-09 foi anexado ao analisador iônico Orion EA-940, previamente calibrado 
com vários padrões (0.25-8.0 µg F/ml) preparados sob as mesmas condições das 
amostras que foram utilizadas para as análises. Os resultados foram expressos 
em µg F/ml. 
 
4.3.3. Concentração de flúor nos ossos. 
 
As tíbias dos camundongos foram removidas da solução fixadora, 
lavadas em água e secadas por 24 horas em estufa de 60ºC. Depois de trituradas, 
permaneceram novamente em estufa de 60ºC por mais 24 horas. Foram pesados 
10 mg (± 0.01) dos ossos triturados e transferidos para tubos de plástico, nos 
quais foram adicionados 0.5 ml de 0.5M de ácido hidroclorídrico (HCl). 
Depois de 1 hora, em temperatura ambiente e sob agitação, foram 
adicionados 0.5 ml de TISAB (1.0 M tampão acetato, pH 5.0 com 1.0 M de NaCl e 
0.4 % ácido ciclohexanediaminetetraacético). O pH foi neutralizado com NaOH em 
concentração de 0.5 M. Um eletrodo específico Orion 96-09 foi anexado ao 
analisador iônico Orion EA-940, previamente calibrado com vários padrões (0.5-64 
µg F/ml) preparados sob as mesmas condições das amostras que foram utilizadas 
para as análises. Os resultados foram expressos em µg F/g de osso e sua 
determinação foi feita de acordo com Bezerra de Menezes et al (2003). 
 
4.4. Observação clínica da fluorose. 
 
Com o intento de se correlacionar modificações na organização 
supramolecular da matriz orgânica do esmalte dental com alterações na 
mineralização, a porção mineralizada dos dentes incisivos superiores de cada 
animal foi seccionada com auxílio de micromotor de alta rotação.  
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Essas porções seccionadas foram examinadas e fotografadas com o 
auxílio de um estereoscópio DF Vasconcelos MCT – Referência UM-M19 com 
filtro azul e uma câmera digital Samsung S630 (6.0 megapixels) para verificação 
de alteração de cor do esmalte dental dos animais. 
As imagens obtidas foram convertidas em escala de cinza 8-bit e foram 
mensuradas pelo software Image J versão 1.49q (National Institutes of Health, 
USA – http://rsb.info.nih.gov/ij). 
 
4.5. Análises Estatísticas 
 
As análises de variância das medidas de retardo óptico, das dosagens 
de flúor (no plasma, na urina, nos ossos), de absorbância e das mensurações de 
imagens da observação clínica de fluorose foram feitas utilizando o software 





5.1. Dosagens de flúor 
 
5.1.1. Concentração de flúor no plasma 
 
A concentração plasmática de flúor foi estatisticamente diferente nos 
grupos 0 e 11.25 ppmF (exceto na linhagem CBA). Todas as outras comparações 
(grupos 0 versus 45 ppmF e 11.25 ppmF versus 45 ppmF) também mostraram 
diferença estatística. Foi observado maior concentração de flúor no plasma nos 
grupos 11.25 e 45 ppmF da linhagem DBA/2 quando comparada com as demais 
(p < 0.05). (Figura 1). 
 
 
Figura 1 - Medianas e desvios padrões das concentrações de flúor no plasma (medidas em 
µg de F/ml de plasma). Apresentaram diferença estatística: Linhagem A/J: 1A e 2A (p < 0.05); 
1A e 3A (p < 0.0001); 2A e 3A (p < 0.05); Linhagem CBA: 1B e 3B (p < 0.0001); 2B e 3B (p < 
0.05); Linhagem DBA/2: 1C e 2C (p < 0.05); 1C  e 3C (p < 0.0001); 2C e 3C (p < 0.05). 
Comparando as linhagens entre si, houve diferença estatística entre: 2A e 2C (p < 0.0001); 







5.1.2. Concentração de flúor na urina 
 
Houve maior concentração de flúor na urina nos grupos tratados com 
45 ppmF em relação ao grupo 0ppmF em todas as linhagens (p < 0.05). Já entre 
os grupos 0 ppmF e 11.25 ppmF ocorreu o mesmo, porém não houve diferença 
estatisticamente significativa (p > 0.05), assim como entre os grupos 11.25 ppmF e 
45 ppmF. (Figura 2). 
 
 
Figura 2 - Medianas e desvios padrões das concentrações de flúor na urina (medidas em µg 
de F/ml de urina). Apresentaram diferenças estatísticas: Linhagem A/J: 1A e 3A (p < 0.05); 
Linhagem CBA: 1B e 3B (p < 0.05); Linhagem DBA/2: 1C e 3C (p < 0.05).  
 
5.1.3. Concentração de flúor nos ossos 
 
A concentração de flúor nos ossos, em todas as linhagens, apresentou 
diferença estatisticamente significativa entre todos os grupos. Foi observada maior 
concentração óssea de flúor na linhagem DBA/2 (p < 0.05), exceto no grupo 45 
ppmF em que não diferiu da linhagem A/J (Figura 3). 
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Figura 3 - Medianas e desvios padrões das concentrações de flúor nos ossos (medidas em 
µg de F/g de osso). Apresentaram diferença estatística: Linhagem A/J: 1A e 2A (p < 0.05); 1A 
e 3A (p < 0.0001); 2A e 3A (p < 0.05); Linhagem CBA: 1B e 2B (p < 0.05); 1B e 3B (p < 0.0001); 
2B e 3B (p < 0.05); Linhagem DBA/2: 1C e 2C (p < 0.05); 1C e 3C (p < 0.0001); 2C e 3C (p < 
0.05). Comparando as linhagens entre si, houve diferença entre: 1A e 1C (p < 0.05); 1B e 1C 
(p < 0.05); 2A e 2C (p = 0.0002); 2B e 2C (p < 0.0001); 3B e 3C (p < 0.05). (n = 96) 
 
5.2. Análise do efeito da fluorose experimental sobre a organização 
supramolecular da matriz orgânica do esmalte. 
 
5.2.1. Análise da birrefringência da matriz orgânica do esmalte vista ao 
microscópio de polarização. 
 
A birrefringência da matriz orgânica do esmalte dentário pode ser 
claramente observada nos cortes. O valor máximo da birrefringência ocorre 
quando os prismas estão alinhados cerca de 45° com o polarizador e o analisador. 
O retardo óptico (nm) foi medido na metade do estágio de secreção quando é 
observado o maior brilho da birrefringência (Figura 5). 
A média do retardo óptico do grupo 45ppmF foi menor que nos outros 
grupos da linhagem A/J (p < 0.05). Nas linhagens CBA e DBA/2 se observou que 
 20 
as médias do retardo óptico dos grupos 45 ppmF e 11.25 ppmF foram menores 
que no grupo 0 ppmF (p < 0.05). 
Comparando as linhagens entre si foi observado maior efeito do flúor na 
birrefringência no grupo 11.25 ppmF nas linhagens CBA e DBA/2 (p < 0.05) em 
relação à linhagem A/J. As diferenças entre os outros grupos não foram 




Figura 4 - Medianas e desvios padrões dos retardos ópticos (análise da birrefringência da 
matriz orgânica do esmalte vista ao microscópio de polarização). Apresentaram diferença 
estatística: Linhagem A/J: 1A e 3A (p< 0.0001); 2A e 3A (p< 0.05); Linhagem CBA: 1B e 3B (p 
< 0.0001); 1B e 2B (p < 0.05); Linhagem DBA/2: 1C e 3C (p < 0.05); 1C e 2C (p <0.05). 
Comparando as linhagens entre si, houve diferença estatística entre: 2A e 2B (p < 0.05); 2A e 















Figura 5 – Imagens que demonstram a birrefringência da matriz orgânica do esmalte 
dentário. (A) Linhagem A/J, (B) Linhagem CBA e (C) Linhagem DBA/2. Aumento de 20X. 
 
 
5.2.2. Análise da absorbância da matriz orgânica do esmalte vista ao 
microscópio de luz. 
 
Não houve alteração na absorbância da matriz orgânica extracelular do 
esmalte entre os grupos em todas as linhagens (p > 0.05). 
Quando as linhagens foram comparadas entre si foi observada variação 
estatisticamente significativa na absorbância da matriz orgânica extracelular do 
esmalte no grupo 0 ppmF (entre A/J e CBA e entre A/J e DBA/2). Nos demais 
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grupos houve diferença estatística somente entre as linhagens A/J e DBA/2 (p < 
0.05). (Figura 6) 
 
 
Figura 6 - Medianas e desvios padrões das medidas de absorbância da matriz orgânica do 
esmalte vista ao microscópio de luz. Houve diferença estatística (p < 0.05) entre: 1A e 1B; 1A 
e 1C; 2A e 2C; 3A e 3C. (n = 88) 
 
 
5.3. Observação clínica da fluorose. 
 
A fluorose se manifesta macroscopicamente como linhas 
esbranquiçadas no esmalte dentário o que altera tonalidade de cor dos dentes. A 
tendência é que dentes submetidos a maiores concentrações de flúor sejam mais 
claros. 
As imagens dos dentes foram convertidas em escala de cinza sendo 
zero correspondente ao preto e 255 ao branco. Deste modo, dentes mais claros 
apresentaram valores maiores. 
Na linhagem A/J houve variação estatisticamente significativa na 
tonalidade de escala de cinza das imagens dos dentes entre todos os grupos. Nas 
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outras linhagens (CBA e DBA/2) se observou que somente as imagens do grupo 
45 ppmF são significativamente mais claras que 0 e 11.25 ppmF (p < 0.05). 




Figura 7 - Medianas e desvios padrões das medidas da tonalidade dos dentes (Observação 
clínica da fluorose). Apresentaram diferença estatística: Linhagem A/J: 1A e 2A (p < 0.05); 
1A e 3A (p < 0.0001); 2A e 3A (p < 0.05); Linhagem CBA: 1B e 3B (p<0.05); 2B e 3B (p < 0.05); 
Linhagem DBA/2: 1C e 3C (p < 0.05); 2C e 3C (p < 0.05). Comparando as linhagens entre si, 
foram observadas diferenças estatísticas entre: 1A e 1B (p < 0.05); 1A e 1C (p < 0.0001); 2A e 






Figura 8 – Porção mineralizada dos dentes dos animais da linhagem A/J, em que (A) 0 ppmF, 




Figura 9 – Porção mineralizada dos dentes dos animais da linhagem CBA, em que (A) 0 
ppmF, (B) 11.25 ppmF e (C) 45 ppmF  
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Figura 10 – Porção mineralizada dos dentes dos animais da linhagem DBA/2, em que (A) 0 


















Há consenso entre diversos autores (Wright et al, 1996; Eastoe & 
Fejerskov, 1984; DenBesten & Crenshaw, 1984; DenBesten, 1986; Zhou et al, 
1996) em relação à associação da fluorose com retenção protéica na matriz do 
esmalte, refletindo um retardo na remoção de peptídeos. A medida da absorbância 
de luz em cortes corados com Ponceau SS é uma maneira indireta de se 
mensurar a quantidade de proteínas presentes na matriz orgânica do esmalte 
dentário no estágio secretório (Vidal & Mello, 2005). Foi observado neste trabalho 
que a quantidade de proteínas presente na matriz orgânica da fase secretória não 
diferiu quando o grupo controle foi comparado com os tratados com flúor, nas 
diferentes linhagens. Estes resultados indicam que o flúor não afeta a secreção 
das amelogeninas. No entanto, a diminuição da birrefringência, observada em 
nossas análises, indica que a organização supramolecular da matriz orgânica do 
esmalte dentário é afetada. A birrefringência ocorre quando um objeto que possui 
dois índices de refração diferentes, ao ser atravessado pela luz polarizada, 
apresenta um brilho característico (Vidal, 1987). A birrefringência aparece como 
conseqüência de uma organização supramolecular ordenada em tecidos 
biológicos. Estudo anterior mostrou que a matriz orgânica extracelular do esmalte 
dentário é altamente birrefringente no início da fase secretora da amelogênese, e 
a birrefringência tende a desaparecer durante o começo do estágio de maturação 
(Espírito Santo et al, 2006).  
O flúor interfere diretamente na mineralização do esmalte dentário. A 
presença de íons flúor durante as fases iniciais da mineralização parece interferir 
com a formação de precursores de hidroxiapatita (Bachra & Fisher, 1969). 
Experimentos feitos por Bronckers et al (1984) mostraram que isto possivelmente 
se deve a inibição da nucleação da mineralização pelas proteínas do esmalte 
dentário. O flúor parece interferir nos mecanismos responsáveis pela remoção dos 
componentes da matriz orgânica, que resulta na retenção de proteínas e na 
desorganização na formação de cristais de esmalte (Drinkard et al, 1983; 
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Denbesten et al, 1985; Robinson et al, 2003). A hipótese mais aceita atualmente, 
ainda não comprovada experimentalmente, é que o flúor incorporado a 
hidroxiapatita interfere com a interação entre proteína-cristal tornando a matriz 
orgânica menos susceptível a degradação enzimática. A degradação enzimática e 
a remoção das proteínas da matriz orgânica do esmalte dentário são feitas 
principalmente por duas enzimas proteolíticas. A MMP-20, que é produzida nos 
estágios secretório e transição, cliva a molécula da amelogenina no seu domínio 
c-terminal. Esta clivagem faz com que as moléculas de amelogenina se 
polimerizem para formar nanosferas, que modulam o crescimento axial dos cristais 
de hidroxiapatita (Simmer & Hu, 2002). Numa segunda etapa, que ocorre durante 
a fase de maturação, a serina proteinase KLK4 degrada extensivamente as 
proteínas do esmalte, o que permite o crescimento em largura dos cristais, 
tornando o esmalte o tecido mais mineralizado do organismo. A interferência do 
flúor na degradação enzimática da matriz orgânica do esmalte dentário pode 
explicar tanto a redução de birrefringência quanto o retardo na remoção das 
proteínas do esmalte dentário. A clivagem parcial das amelogeninas pela MMP-20 
durante a fase secretória parece ser um fator determinante para a organização 
supramolecular da matriz orgânica do esmalte dentário (Espírito Santo et al, 
2007), ao mesmo tempo trabalhos têm mostrado que a ação da MMP-20 no 
estágio secretório também é um fator importante para a completa degradação e 
remoção da matriz orgânica do esmalte dentário nas fases de maturação (Bartlett 
et al, 2004; Espírito Santo et al, 2010).  
Os roedores são modelos convenientes para o estudo do efeito da 
fluorose dentária na amelogênese, pois apresentam crescimento contínuo dos 
incisivos (Zegarelli, 1944). A manifestação de fluorose dentária neste estudo foi 
clinicamente observada em todas as linhagens e analisada através de 
comparação do aspecto macroscópico dos dentes, principalmente pelas 
alterações de tonalidade e presença de estriações, que são características em 
incisivos de ratos fluoróticos (Saiani et al, 2009). A análise estrutural do esmalte 
maduro mostrou que a linhagem A/J foi a que apresentou maior suscetibilidade 
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dose-dependente ao flúor, em concordância com a literatura (Everett et al, 2002; 
Vieira et al, 2005; Mousny et al 2006; Everett et al, 2009). Isto pode estar 
relacionado ao fato de que a matriz orgânica da linhagem A/J apresentou maior 
concentração protéica na fase secretória. É importante também mencionar que, 
além de estar presente em maior quantidade, a estrutura supramolecular da matriz 
orgânica secretora da linhagem A/J é menos afetada pelo flúor do que as outras 
duas linhagens estudadas. Estes dados sugerem que a retenção de proteínas no 
esmalte maduro, observada na fluorose dentária, pode ser devida a maior 
presença de proteínas estruturais na fase secretora e maior resistência destas 
proteínas à desorganização estrutural, sendo estas características intrínsecas 
desta linhagem, portanto, geneticamente determinadas. Estes resultados vão de 
encontro a estudo recente mostrando que a suscetibilidade a fluorose dentária na 
linhagem A/J está relacionada a lócus genéticos nos cromossomos 2 e 11 (Everett 
et al 2009).  
Os indicadores bioquímicos de absorção sistêmica do flúor 
comprovadamente aceitos pela literatura são plasma, urina, saliva e ossos. As 
concentrações de fluoreto medidas no plasma, na urina e nos ossos foram dose-
dependentes e estão em acordo com Carvalho et al (2009), Saiani et al (2009), 
Chouhan et al (2009), Mousny et al (2006), Everett et al (2002), Buzalaf et al 
(2002), DenBesten & Crenshaw (1984) e DenBesten (1986) mostrando que a 
administração de flúor via ingestão na água de beber é um meio efetivo de induzir 
a fluorose dentária experimental. A linhagem A/J apresentou menores níveis de 
flúor no plasma e nos ossos. Carvalho et al (2009) mostrou que a linhagem A/J 
teve excreção de flúor na urina maior que a linhagem 129P3/J, resistente a 
fluorose. Estes dados sugerem que a maior suscetibilidade à fluorose dentária 
observada na linhagem A/J é principalmente devida a características intrínsecas 





A linhagem A/J foi a mais suscetível a fluorose dentária, pois 
apresentou alterações mais evidentes no esmalte maduro. No entanto, a matriz 
orgânica do esmalte na fase secretória foi menos afetada nesta linhagem do que 
nas linhagens CBA e DBA/2. 
O flúor promoveu uma alteração na organização supramolecular da 
matriz orgânica do esmalte dentário na fase secretória, haja vista que este 
composto promoveu uma diminuição na birrefringência sem causar diminuição 
significativa na quantidade de proteínas presente na matriz. 
A linhagem A/J apresentou menores concentrações plasmática e óssea 
de flúor, sugerindo que a maior suscetibilidade à fluorose dentária presente nesta 
linhagem esteja associada às características próprias do esmalte dentário durante 
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ANEXOS 
 
Anexo 1 
 
